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RÉSUMÉ - Le traitement des effluents urbains au chlorure ferrique à la station d'épuration 
de Toulon produit au rejet des teneurs en fer excédant largement les valeurs moyennes en 
vau de mer. Une incidence potentielle sur le phytoplancton d'eau rouge a été envisagée, et 
en particulier sur Prorocentrum minimum Schiller, espéce dont les blooms sont de plus en 
plus fréquents sur le littoral méditerranéen. Des sels ferreux et ferriques à degré de 
solubilité variable en eau de mer ont été testés sur la croissance de cet organisme. Toutes 
les formes expèrimentées améliorent considérablement la croissance par rapport à une eau 
de mer carencée en fer, en particulier le citrate ferrique. L'espéce étudiée semble pouvoir 
étre considérée comme "opportuniste" compte tenu de sa capacité à utiliser aussi bien le fer 
particulaire ou soluble. 

ABSTRACT - Ferric chloride treatment of domestic sewer discharge at Toulon Station in- 
duces iron concentrations in the plume exceeding mean values of natural sea water. A pos- 
sible effect on red tide phytoplancton was considered especially on P. minimum Schiller, 
species increasingly blooming in Mediterrean nearshore waters. Ferric and ferrous salts, at 
different solubility levels in sea water, were tested for the growth of this algae. All exper- 
imented chemical forms increase considerably the growth when compared with iron defi- 
cient sea water medium, especially ferric citrate. This algal species seems to be an oppor- 
tunistic" one, using particulate as well as soluble iron. 

MOTS CLÉS : fer, Prorocentrum minimum, croissance, rejets urbains. 

INTRODUCTION 

Parmi les éléments dominants analysés en juin 1985 dans le rejet de 
l'émissaire Saint Marguerite (Toulon) le fer occupait une place à part. En effet, le 
traitement de l'effluent au chlorure ferrique d'une part et les charges non 
négligeables avant traitement d'autre part faisaient que les teneurs dans le champ 

Source : MNHN. Paris 



290 P. LASSUS et L. LE DEAN 

proche excédaient largement les normes admises couramment en eau de mer 
océanique (5,5 à 140ng.f1). Bien que le fer, sous forme réduite ou oxydée, ne soit 
pas à proprement parler un "toxique" pour l'environnement. marin, les effets de 
gêne biologique  dus aux floculats d'hydroxyde ferrique peuvent être évoqués, 

de même que le rôle de cet élément comme facteur limitant pour la production 
primaire. C'est ce deuxième aspect qui sera traité ici, compte tenu de l'innocuité 
certaine de ce métal vis-a-vis de la faune sessile ou vagile jusqu'à des teneurs 
aussi élevées que 20mg.l. En effet, de nombreux auteurs ont montré non seu- 
lement l'importance du fer pour la croissance d'organismes phytoplanctoniques, 
en particulier en milieu néritique estuarien, mais également son róle probable 
dans l'initiation de blooms parfois constitués d'espèces à caractère toxique. 

Dans ce cas, on peut considérer qu'il s'agit d'une nuisance indirecte et poser 
le probléme général de l'impact potentiel du fer sur les écosystèmes 
phytoplanctoniques. Nous essayerons d'approcher cette question à partir d'essais 
expérimentaux visant à montrer l'importance de la biodisponibilité du fer en 
fonction de son état dans le milieu (particulaire, dissous, ionique ou chelaté). 
L'organisme test choisi: Prorocentrum minimum Schiller est un dinoflagellé à 
tendances estuariennes et qui provoque des "caux rouges" dues à sa proliferation 
massive en période estivale. Ces phénoménes se développent depuis quelques 
années en Europe septentrionale et trés récemment en France (Blanc & Leveau, 
1972; Jacques & Sournia, 1979; Jochem, 1987; Kimor et al., 1985; Lassus et al., 
1980; Neuer, 1986; Peres et al., 1986). 

MATERIEL ET METHODES 

Composés testés 
Nous avons utilisé des complexants "forts", tels que l'EDTA, plus ou moins 

"faibles" comme les acides carboxyliques (citrate, lactate) et du chlorure ferrique 
pour comparer les effets sur la croissance des chélateurs et de la forme hydratée 
colloidale du fer aprés oxydation. 

Des solutions ont done été préparées, respectivement de: chlorure ferrique 
FeCl, 6 HO, de Fer EDTA, de Citrate de fer Fe (C,H.0,), 3H,O à méme 
concentration en Fe; ou Fe; (lactate) soit: 500mg.1-. Pour ces composés et pour 
d'autres, Johnston (1964) indique les valeurs de la constante de stabilité, logo K, 
en eau de mer à pH: 8,0 (tableau I). 

Par rapport aux solutions expérimentales testées ici, nous devions avoir dans 
nos milieux de culture, à méme teneur en Fer; (Fe; pour le lactate) des quantités 
de fer complexé soluble telles que: Fe EDTA > Citrate de fer > > Lactate de 
fer > > > Hydroxyde ferrique. 

Matériel végétal 

La souche de Prorocentrum minimum utilisée est typiquement 
méditerranéenne el provient de l'algothèque de l'Unité 303 INSERM de 
Villefranche-sur-mer (fig. 1). Elle a été maintenue en culture au Laboratoire en 
milieu Erd-Schreiber de Provasoli (Provasoli e¢ al., 1957). 

Source : MNHN, Paris. 
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Tabl 1 - logiyK pour différents complexants du fer oxydé ou réduit en eau de mer 
(Johnston, 1964). Ps = produit de solubilité. 

Nos essais ont été réalisés à partir d'une eau de mer naturelle prélévée au lar- 
ge du Croisic et filtree sur membrane Sartorius (0,22 microns de porosité). Un 
stock de 25 litres d'eau de mer ^exempte de fer^ [(teneurs inférieures au seuil de 
détection de Sug.l-! avec la méthode à l'orthophénanthroline confirmée par la 
ferrozine (Stookey, 1970)] à été ainsi constitué. Toute la verrerie pyrex utilisée 
était soigneusement lavée avec une solution acide afin d'éviter des contami- 
nations parasites. Pour chaque concentration (0 - 50 - 100 et 150ug de fer) 
trois ballons de 250ml ont été inoculés avec la méme concentration de P. 
minimum (102 cellules) et la moyenne des effectifs cellulaires calculée tous les 
deux jours à partir de comptages sur cellules Nageotte. Les ballons étaient sou- 
mis à un éclairement 12/12 et agités tous les jours tandis que la température 

Source : MNHN. Paris 
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RESULTATS 

on exprimant la croissance 
le pour Fe L 

Source : MNHN, Paris 
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Fig. 2 - Influence de la forme chimique du Fer sur le développement de P. minimum 
droites de régression du taux de croissance en fonction du temps. 

Source : MNHN. Paris 
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Fig. 3 - Croissances algales en fonction de la concentration en fer et des sels 

ferreux ferriques utilisés. 

 1 
1 Fer | | | |  

1 / )|  | Feci, | Lactate | Citrate | 

 + 1 t + 1 

50 | 0,075 + 0,038 | 0,094 + 0,038 | 0,044  0,022 | 0.043 + 0,039 |  

| 100 | 0,109 + 0,036 | 0,103 + 0,067 | 0,058 > 0,020 | 0,100 > 0,025 | 

| 150 | 0,087 + 0,020 | 0,079 + 0,011 | 0,055 + 0,037 | 0,058 0,055 | 

 0 | 0,017 0,038 | 0,017 + 0,038 | 0,017 + 0,038 | 0,017 + 0,038 | 

   M 

Tabl. II - Nombre de divisions par jour K  log; (Cn-Co) tn-to, avec Cn et Co = concen- 
rations cellulaires aux temps tn et to. Résultats pour les différents sels de fer testés. 

que le lactate ferreux ne montre une amélioration de croissance qu'à 150g.. 
Ces résultats sont confirmés par l'expression du taux de croissance K en fonction 
de la concentration en fer (tableau II). 

Source : MNHN. Paris 
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  | | cone. cell, | 

1 | Fe | | 29ème jour. || 

| Composé | Valencel 108% | Well? | 

I | |  dl 

 |  | 100 | 150 | 

    

1 -  | 3 | 23 + 1 | 25 400 | 18 150 | 

| Fe-citrate| 3 | 18,3 | 62 200 | 56 750 || 

Tre (on, | 3 |pse10737| 16 720 | 18 874 I 

2 | =2 | 9933 | 14080] 
 SD 

|| Fe-Lactate| 

 | Fer en |  

1 S IT  1 

  

| Cyclotella nana | 2.6 | RYTHER et KRAMER, 1961 || 

| Chaetoceros lorenzianus | 6.5 | ^  

| Chaetoceros sp. 113-261 " I 

|| Pyraminonas sp. | 1300 |  

| Amphidinium carteri 1 65 | "  

1 Isochrysis galbana { 30. J   

| Skeletonema costatum 1 130 |  1 

| Phaeodactylum tricornutum | 5O | HAYWARD, 1968  

| Dunaliella tertiolecta | 65 | DAVIES, 1970 1 
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Tab. 1I1 - Teneurs en fer correspondant aux densités cellulaires maximales observées le 
29ème jour de croissance. 

Tabl. IV - Croissance optimale pour différentes espéces phytoplanctoniques et teneurs en 
fer correspondantes, selon différents auteurs. 

Source : MNHN. Paris 
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DISCUSSION ET CONCLUSION 

Afin de mieux comprendre ces résultats, il est nécessaire de les interpréter en 
fonction des différents paramètres pouvant intervenir. C'est ce que nous avons 
résumé sur le tableau III. 

Malgré une dissociation qui doit être très rapide au pH de l'eau de mer, le 
Fe; lié au lactate favorise peu la croissance, méme si l'on peut supposer qu'il a 
été en grande partie oxydé en Fe;. De plus, l'utilisation du fer particulaire ou so- 
luble parait identique chez P. minimum. 

Par ailleurs, si l'on se référe au tableau IV, la concentration optimale de fer 
pour la croissance de P. minimum (l00ugll) le classe parmi des espèces 
néritiques demandeuses de Fer  (Isochrysis, Skeletonema) plutôt que comme 
une espèce de type océanique  moins dépendante (Cyclotella, Chaetoceros). 

Sachant par ailleurs (Trick er al., 1983 a et b) que cette espèce, en milieu 
carencé en fer, est à même de produire un siderophore, la prorocentrine, on peut 
supposer que différents mécanismes physiologiques lui permettent d'utiliser aussi 
bien Fe, que Fe, sous forme soluble ou particulaire. Néanmoins, les vitesses 
d'assimilation doivent jouer évidemment fortement sur les taux de croissance. 

Comme le rappellent Aubert & Aubert (1986), de nombreux auteurs ont 
démontré l'importance du fer dans la productivité marine: Allen & Nelson 
(1910), Cooper (1935), Thompson & Bremmer (1934), Lewis & Goldberg (1954), 
Armstrong (1957), Schaeffer & Bishop (1958). Cependant, il semble que les ten 
lalives réalisées in situ  pour déceler une correspondance entre teneurs analysées 
et production primaire n'aient pas abouti (Menzel & Ryther, 1961; Aubert & 
Aubert, 1986) en raison du suivi trop ponctuel de phénoménes obéissant à une 
certaine dynamique spatiotemporelle. 

C'est pourquoi la plupart des travaux concernant la biodisponibilité et les 
taux d'absorption du fer par les algues unicellulaires ont êté réalisés à partir de 
cultures monospécifiques in vitro . 

En ce qui concerne les diatomées, Harvey, en 1938, propose un role direct de 
Vhydrate Fe(OH), adsorbé sur la croissance. Plus tard, Aubert et al. en 1968, 
testent deux formes chimiques du fer: l'oxyde Fe; O; et l'hydroxyde (après intro- 
duction dans le milieu de sulfate ferreux ammoniacal) sur la croissance d^ 
Asterionella japonica Cleve. Ils en concluent que la premiére est inutilisable 
alors que la seconde améliore la croissance par rapport à un milieu carencé en 
fer. Avec la méme espéce, Goldberg en 1952, avait montré que la croissance 
était nulle pour des teneurs inférieures à 0,8 micromoles T! et que le fer sous for- 
me d'humate favorisait moins la croissance que le fer colloidal. En 1968, 
Hayward étudie le role du fer sur la croissance de Phaeodactylum tricornutum 
Bohlin et montre que cette diatomée peut l'utiliser sous forme particulaire pour 
autant qu'il atteigne au moins la teneur de 45yg 1! dans le milieu. Par ailleurs, il 
montre qu'une absence de fer dans la culture provoque, outre une chute de la 
croissance, une dépigmentation cellulaire, cette dernière étant récupérable  si 
l'on rajoute du fer. Enfin en 1969, le méme auteur montre à quel point cette 
espèce est tolérante pour des concentrations plus élevées (4,2mg11). Toujours 
avec P. tricornutum, des essais d'enrichissement avec différentes formes chimi- 
ques du fer (FeSO, FeCl, FeEDTA, citrate de fer et d'ammonium) ont été 
tentés contre un témoin carencé en fer (Lassus, 1974) et ont montré également 

Source : MNHN, Paris 
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une amélioration de croissance sensible, en particulier avec le citrate et le fer 
EDTA. En ce qui concerne les chlorophycees, notons que Davies (1970) a 
également démontré la nécessité du fer pour la croissance de Dunaniella 
tertiolecta Butcher. 

Plus récemment, et avec les diatomées, les travaux les plus intéressants ont 
probablement été réalisés sur Thalassiosira weissflogii Grun. En 1980, Anderson 
& Morel démontrent chez cette espèce, la nécessité d une réduction Fe;  Fe; 
pour l'assimilation du fer par la cellule, et ceci au moyen d'un complexant fort, 
le BPDS, spécifique de Fe. En présence de BPDS qui stabilise le Fe, présent 
dans le milieu, luti  par la cellule de celui-ci est complètement inhibée. Par 
la suite, les auteurs (1982) détaillent le mécanisme de transfert membranaire en 
mettant en évidence le rôle d'un complexe métallique, la phytotransferrine, dont 
l'activité sur Fe, est contrôlée par le pseudo-équilibre du fer libre dans le milieu. 

D'une façon plus générale, Takahashi & Fukazawa (1982) séparent les 
espéces réagissant aux macro- (sels nutritifs) ou micronutriments (cas du fer). 
Dans le premier cas, ils placent Skeletonema costatum (Grev.) Cleve, 
Thalassiosira sp. et Eutreptiella sp. Dans le second groupe, on rencontre 
Heterosigma et Gymnodinium sp. (type intermédiaire) qui sont stimulés par le fer 
et le manganèse relargués à partir des sédiments anoxiques vers la colonne d'eau 
(premiére espèce) où par le fer et la vitamine B 12 en milieu oligotrophe 
(deuxième espèce). 

Pour ce qui concerne les dinoflagellés, et plus spécifiquement, les espèces res- 
ponsables "d'eaux rouges", Iwasaki (1973) sépare en trois classes les organismes 
phytoplanctoniques provoquant des efllorescences exceptionnelles sur les cótes 
japonaises selon leurs besoins nutritifs: ceux qui dépendent de l'azote et du 
phosphore apportés par le lessivage des sols, ceux qui sont stimulés par de fortes 
teneur en fer et ou en manganèse, et enfin ceux qui sont stimulés par des sub- 
stances organiques telles que les bases puriques et pyrimidiques. On trouve dans 
les 2ème et 3ème groupes le genre Exuviaella (= Prorocentrum) qui se trouve 
être favorisé à la fois par le fer d'origine industrielle et par les rejets urbains, Ce 
fait est genéralisable à d'autres dinoflagellés puisque, en 1974, Kim & Martin 
montrent la valeur prédictive d'un "index fer^ pour les eaux rouges à 
Gymnodinium breve Davis, tandis que Glover (1978) démontre une relation "in 
situ  entre blooms de dinoflagellés et tencurs en fer. Enfin, selon Okaichi (1983), 
les causes des eaux rouges toxiques rencontrées dans les caux japonaises seraient 
en grande partie imputables aux apports de polluants. La chélation des déchets 
industriels avec le fer aurait des effets stimulants reconnus sur Ewreptiella sp., 
Heterosigma akashiwo Mada, Prorocentrum triestinum Schiller. Par ailleurs 
(Montani & Okaichi, 1982) une corrélation étroite entre le fer réactif et le carbo- 
ne organique a été trouvée dans les sédiments ^réducteurs" d'une baie japonaise: 
le fer organique séparé sur Sephadex aurait une ivité trés stimulante sur la 
croissance de Chattonella antiqua. (Iada) Ono et Takano. 

En France, Prorocentrum minimum a provoqué des eaux rouges å plusieurs 
reprises soit dans des zones soumises à des rejets industriels importants (usines 
de dioxide de Titane) et riches en fer (baie de Seine), soit à proximité de 
débouchés estuariens (delta du Rhône) avec dans tous les cas une affinité estivale 
pour les fortes dessalures superficielles, le lessivage des sols consécutif à des 
pluies abondantes et des lempératures superficielles élevées. 

Source : MNHN, Paris 
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En prenant comme hypothèse une influence possible de la charge en fer de 
Vémissaire Saint Marguerite - liée à la présence de chélateurs organiques dans le 
rejet - sur les populations phytoplanctoniques côtières, le choix de P. minimum 
comme la meilleure espèce test  est donc confirmé. 

Expérimentalement, il apparait qu'en milieu non carencé en fer, la croissance 
optimale est observée à 100ug.1-1, ce qui classe cette espèce parmi les algues 
unicellulaires néritiques à besoins en fer élevés et que, d'autre part, la forme chi- 
mique du fer présent dans le milieu influe peu sur son utilisation au niveau 
particulaire soluble. Ces observations différent de celles de Lewin & Chen (1971) 
qui insistent sur le fait que seule l'adjonction d EDTA dans un milieu de culture 
autoclavé rend le fer biodisponible pour la croissance du phytoplancton. Cepen- 
dant, Wells et al. (1983) ont montré expérimentalement que l'hydroxyde ferrique 
sous forme colloidale pouvait être une source de fer pour Thalassiosira 
pseudonana Hasle et Heimdal selon la stabilité thermodynamique du colloide. En 
revanche, le Fe; semble mieux utilisé que Fe, tandis que le citrate ferrique mon- 
tre un effet plus favorable sur la croissance de P. minimum. 

En résumé, il semble que cette espéce d'eau rouge puisse étre favorisée par 
rapport à d'autres lors d'un apport en fer particulaire ou soluble dans le milieu 
compte tenu de sa facilité d'adaptation aux différents sels ferriques testés. Ces 
résultats confirment le rôle du fer dans les eaux colorées à dinoflagellés 
(Yamochi, 1984). 
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